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RESUMEN 

En ta ultima década el estudio de los elementos traza ha cobrado gran 

importancia, debido a que son esenciales tanto para el desarrollo y mantenimiento 

del organismo, como para una nutrici6n adecuada. Se ha reconocido la influencia 

de factores nutricionales sobre la funcidn del sistema inmunitario por la 

demostracién de la incidencia de varias enfermedades infecciosas y la existencia 

de atrofia de drganos linfoides en nifios con desnutricién atribuible a una 

deficiencia de zinc. 

E! zinc es un bioelemento cuyas caracteristicas quimicas lo hacen sumamente 

versatil para ser empleado en multiples procesos bioquimicos, por una gran 

cantidad de sistemas bioidgicos. 

EI zinc juega un papel primordial en una gran variedad de sistemas metabdlicos. 

Es cofactor esencial de enzimas relacionadas con fa proliferacién celular como en 

DNA y RNA polimerasas, asi como las que intervienen en la sintesis y 

degradaci6n de metabolitos como la deshidrgenasa alcohélica, etc. 

Es importante mencionar que durante las etapas de ia gestaci6n, la lactancia y ja 

postlactancia, se presentan inmunodeficiencias fisiologicas transitorias, en donde 

se han observado niveles bajos de zinc, por lo cual este elemento podria funcionar 

como inmunomodulador del sistema inmunoldgico en esos periodos. 

La falta de zinc ocasiona alteraciones en la quimiotaxis tanto en leucocitos 

neutréfilos como en monocitos. La importancia del zinc sobre la permeabilidad de 

la membrana y la actividad fagocitica se ha podido ver en diversos estudios, en 

donde se ha encontrado que cantidades elevadas de zinc inhiben el flujo a través 

de la membrana de macrofagos, neutrofilos, células mastoides y plaquetas. 

La suplementacién de zinc y otros micronutrientes, a una poblacion 

aparentemente sana de individuos seniles, mejora su inmunidad y disminuye el 

riesgo de infecciones en esta etapa. (12)



Este trabajo esta dirigido principalmente a evaluar el efecto de la suplementacién 

de zinc en la respuesta fagocitica de macréfagos peritoneales de ratones BALB/c, 

a distintas etapas perinatales. 

La deficiencia de zinc es importante en ciertos estados de la ontogenia; por tal 

motivo se decidié investigar el efecto de la suplementacién de zinc durante los 

periodos de gestacién, lactancia y postlactancia. Se implementa una nueva 

metodologia espectrofotométrica para seguir la respuesta eritrofagocitica de 

fagocitos peritoneales. (27) 

Con este objetivo, se implanté y estandariz6 la metodologia que nos permitid 

medir {a funcionalidad de los macrofagos, los cuales son extraidos del peritoneo 

de los ratones, y se colocaron para su adherencia en una placa, !a que se incuba, 

para posteriormente agregarle los eritrocitos de carnero opsonizados y sin 

opsonizar para que sean fagocitados y poder ver ja influencia tanto “in vivo” como 

“in vitro” del zinc. 

La eritrofagocitosis se siguid revelandola por medio de un método colorimétrico 

que se basa en la reactividad de la hemoglobina como pseudoperoxidasa al actuar 

sobre el H2O2 en presencia de 3-3’ diaminobenzidina (DAB). La actividad de la 

pseudoperoxidasa es medida en un lector de ELISA a una fongitud de onda 

determinada y con un filtro de referencia. (27) 

Los resultados se analizaron e interpretaron con el método estadistico de ANOVA. 

Se observa que el zinc suplementado “in vivo” durante los periodos de gestacién y 

lactancia increment6 la actividad fagocitica de los macréfagos peritoneales, 

mientras que en la postlactancia no presenta cambios. Por otro lado en la 

administraci6n “in vitro” se observo un incremento en las etapas de gestacion y 

lactancia, pero en la etapa de postlactancia se observé una disminucién en la 

actividad fagocitica de los macréfagos peritoneales. 

Estos resultados sugieren que en etapas tempranas la suplementacién es 

beneficiosa, mientras que en la etapa de postlactancia cuando el sistema inmune 

ya se encuentra maduro, la fagocitosis o no presenta cambio o bien puede mostrar 

una pequefia toxicidad.



INTRODUCCION 

Los estudios que se han realizado acerca de los efectos de elementos traza sobre 

tas funciones del sistema inmunoldgico, incluyen a elementos como el manganeso, et 

fierro, el cobre y el zinc, este ultimo es de particular importancia en el organismo ya 

que actua como cofactor de enzimas, asi como componente esencial de mas de 

trescientas enzimas, entre las que se pueden citar las DNA y RNA polimerasas, la 

anhidrasa carbonica, !a fosfatasa alcalina y la deshidrogenasa alcohdlica. (8) 

Cabe sefialar que una excesiva ingesta de zinc puede ocasionar toxicidad para el 

organismo, generando una alteracién en la respuesta inmunoldgica, entre otros 

problemas. 

La desnutricién provoca deficiencia de nutrientes que incluyen proteinas, vitaminas, 

minerales y dligoelementos. De entre estos se ha podido observar que una 

deficiencia en la concentracién de zinc durante el embarazo esta relacionada al 

riesgo de aborto espontaneo y al retardo en el crecimiento fetal, entre otras 

alteraciones. 

Ei zinc es un elemento que juega un importante papel para la ontogenia y 

funcionamiento del sistema inmunolégico e incluso como inmunomodulador. Es un 

elemento traza fundamental para ei crecimiento, desarrollo y diferenciacién celular 

pero los mecanismos bioquimicos que relacionan al metal con estas etapas no son 

totalmente conocidos. 

El mecanismo basico de acci6én del zinc en el crecimiento y en el desarrollo esta 

intimamente figado a la estructura y a la accién de muchas enzimas, involucradas en 

diferentes procesos metabdlicos por ejemplo: accién sobre la agudeza gustativa y el 

olfato, la accién sobre la replicacion y diferenciacion de células, etc. (8)(43)



El sistema inmunoldgico. 

Las barreras naturales de proteccién en contra de los microorganismos son ia piel, 

las lagrimas, et sudor, las glandulas cebaceas, la saliva, las mucosas, los jugos 

gastrico y biliar, la flora habitual, etc. pero cuando los microorganismos traspasan 

estas barreras interviene el sistema inmunoldgico. 

Las células del sistema inmunolégico son los monocitos, macrdfagos, 

polimorfonucleares, y linfocitos, los cuales intervienen para generar la respuesta 

inmune en contra de agentes internos y/o externos llamados antigenos. La respuesta 

inmune consta de tres fases: la primera fase es la de reconocimiento en donde son 

identificados los antigenos, la segunda fase es de activacién, es decir, induccién de 

los linfocitos, en donde se activan eventos a consecuencia del reconocimiento 

especifico del antigeno y por ultimo fa fase efectora en donde se requiere la 

participacion de otras células linfoides, los anticuerpos activan ef complemento y las 

citocinas incrementan la funcidn fagocitica. 

Durante las etapas de gestacion, lactancia y postlactancia se han observado bajos 

niveles de zinc, por lo que se considera que si se suplementa este elemento en estos 

periodos del desarrollo, se puede reforzar el sistema inmunoldgico, pero se 

desconoce el efecto sobre la actividad de las células fagociticas. 
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ANTECEDENTES 

1. GENERALIDADES 

El zinc es un elemento traza fundamental para el crecimiento, desarrollo y 

diferenciacién celular pero los mecanismos bioquimicos que relacionan al metal con 

estas etapas no son totalmente conocidos. (48) 

El zinc parece tener una funcién puramente estructural. Debido a su capacidad por 

mantener unidas dos porciones disulfuro de una proteina, ya que este ion no puede 

ser reducido por !a atmdsfera det interior celular. Se ha confirmado la presencia de 

este metal en casos como: 

- En los receptores de glucocorticoides los cuales contienen 9 cisteinas y 1 histidina 

con al menos 2 atomos de zinc. 

- Factor de transcripcién GAL 4 que contiene 6 cisteinas y 2 Atomos de zinc. (8) 

Una propiedad caracteristica del Zn, pero no de otros metales como el Cu y el Fe, es 

la ausencia de reacciones de Oxido-reduccidn que puedan llevar a la produccién de 

tadicales los cuales provocan la hidrdlisis del DNA, RNA e igualmente a las proteinas 

del medio. 

Las caracteristicas quimicas del Zn que permiten que tenga funciones utiles sobre 

los sistemas biolégicos son: 

- Tiene propiedades estereoquimicas selectivas 

- Intercambia ligandos rapidamente 

- No toma parte en reacciones de doxido-reducci6n 

- ApH 7, es bastante soluble en agua. (8) 

Sus caracteristicas quimicas lo hacen un elemento ideal en los procesos de catalisis 

acido-base de muchas enzimas; las combinaciones del zinc con los aminoacidos 

histidina, aspartato y cisteina proporcionan sitios de coordinacién abiertos al agua y 

los substratos. 
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2. PROCESOS METABOLICOS EN LOS QUE INTERVIENE. 

El zinc es importante para la estabilizacién y el funcionamiento de numerosas 

enzimas comprometidas con la sintesis proteica, el catabolismo de tas proteinas, el 

metabolismo energético y la sintesis de DNA y RNA. (43). 

El mecanismo basico de accién del zinc en el crecimiento y en el desarrollo esta 

intimamente ligado a la estructura y a la acci6n de muchas enzimas, involucradas en 

diferentes procesos metabdlicos, (8,29,43) por ejemplo: 

1) Accién sobre la agudeza gustativa y el olfato, reguiacion del apetito y del consumo 

de alimento. 

2) Accién sobre la replicaci6n de células y diferenciacién de osteoblastos y 

fibroblastos. 

3) Efecto en la sintesis de la hormona dei crecimiento (GH) y la accién de esta en el 

higado. 

4) Influencia en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. (9)(43) 

Se ha encontrado que los iones de zinc y otros metales también pueden estimular la 

sintesis de DNA en los cultivos de finfocitos tanto en animales como en humanos. Se 

ha encontrado que tiene funciones reguladoras en asociacioén de factores timicos, 

factor de crecimiento, la union de insulina, de estrégenos a la membrana celular y 

actividad antioxidante. (19) 

3. IMPORTANCIA EN EL DESARROLLO Y LA RELACION CON LA 

DESNUTRICION 

La deficiencia de zinc tiene efectos nocivos sobre las células en replicacion, !a falta 

de zinc podria causar ademas otros efectos como anorexia, retardo del crecimiento, 

disfuncién gastrointestinal con diarrea, hipogonodismo y trastomos en el sistema 

nervioso central. (13, 45) 
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Una deficiencia de zinc en los animales o humanos durante la gestacién reduce las 

funciones inmunoldégicas como la fagocitosis, la quimiotaxis y la quimiocinesis, 

ademas de causar problemas como anemias, crecimiento  retardado, 

hepatoesplenomegalia, etc. (23) 

Se ha considerado que la deficiencia de zinc produce muchas alteraciones sobre el 

crecimiento y el desarrollo. La deficiencia del zinc tiene influencia sobre la anatomia 

de los tejidos linfoides, ya que debido a esta se pueden observar hipoplasia de timo, 

bazo, nédulos linfaticos, placas de Peyer y otros tejidos linfoides intestinales. 

Se ha encontrado que la falta de zinc también afecta el numero de linfocitos en 

animales de experimentacién. En pacientes con deficiencia de zinc unida a una 

malnutricién proteico energética se ha visto una severa disminucién en los niveles 

séricos de igG. Ademas de que también se ha encontrado que provoca alteraciones 

sobre la distribuci6n de inmonoglobulinas, es decir, disminucién en los niveles de 

\gM, IgG2 e IgA y un marcado aumento en los niveles de IgG1. (10, 11) 

Cuando hay una deficiencia de Zn, es evidente una disminucién selectiva en el 

numero de células cooperadoras CD4. Las pruebas “in vitro” han demostrado que 

estas células han disminuido marcadamente, su respuesta proliferativa a la 

fitohemaglutinina y a otros mitégenos. La habilidad de los linfocitos para producir IL-2 

“in vitro” también se reduce. Esta disfuncién puede ser debido al efecto directo de la 

deficiencia de zinc sobre los linfocitos. (11, 25) 

El zinc parece modificar y estabilizar la membrana celular. El zinc puede también 

influir en el metabolismo del Acido nucleico alterando las uniones o enlaces de los 

histones F1 y F3 con el DNA, asi como afectar la sintesis del RNA. 

La aiteracibn de la respuesta inmunolégica por anemia de Zn puede deberse a 

cambios en la disponibilidad de sustancias individuales como: vitamina A, piridoxina, 

Acido félico, y otras; inclusive la carencia de elementos traza, tales como: Fe, Cu, Se 

y Zn, por lo que son importantes las cantidades fisioldgicas de estos elementos traza 

y vitaminas para el funcionamiento del sistema inmunoldgico. (12, 24, 38, 48) 
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4. EFECTO DEL ZINC EN LA ETAPA PERINATAL 

Una buena nutricién materna durante el embarazo es importante para el adecuado 

desarrollo y crecimiento del feto. Se considera que la concentracién de zinc en los 

tejidos maternos influye en el peso del neonato durante el embarazo. (20, 42) 

Conforme el embarazo va progresando, la concentracién del zinc en el plasma 

materno disminuye gradualmente, mientras aumenta su nivel en los eritrocitos. Se ha 

sugerido que esta reduccidn de los niveles de zinc puede deberse a la disminucién 

de la cantidad de albumina o bien a {a baja afinidad de la misma por una modificaci6n 

en ta estructura de esta proteina, o bien pudiese ser el resultado de una regulacién 

hormonal, ya que los glucocorticoides, que aumentan la captacion hepatica del zinc y 

los estrégenos que aumentan la concentracién en higado, eritrocitos, Utero y rifién, 

alteran la distribucién del zinc en los tejidos y por esta raz6n la concentracién de zinc 

se vea disminuida en el plasma. (21, 23) 

Se han realizado estudios en animales de laboratorio, en donde se ha podido 

comprobar que la deficiencia de zinc puede causar trastornos tales como un 

desarrollo inadecuado de las glandulas mamarias y una disminucién en su capacidad 

de lactacién, una reduccién de los niveles séricos de las inmonoglobulinas asi como 

una alteracién en la respuesta quimictaxica y en la actividad fagocitica de tos 

neutr6filos. (6, 13, 15, 17, 19, 26, 29, 32, 42, 46, 49) 

La enfermedad congénita, acrodermatitis enteropatica, es debida a la deficiencia de 

absorcién de zinc en el intestino. Los infantes con esta enfermedad exhiben extensas 

fesiones mucocutaéneas, defectos inmunoldgicos e infecciones frecuentes, las cuales 

conducen a una muerte temprana, afortunadamente un incremento en el consumo de 

zinc es suficiente para revertir las manifestaciones de esta enfermedad. Los aspectos 

inmunolégicos por la deficiencia de zinc yuelven facil y rapidamente a la normalidad 

por una administracién oral de zinc en una clinica. (4, 37) 
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5. EL ZINC Y EL SISTEMA INMUNE 

El zinc no es solamente un micronutriente esencial del cuerpo humano, tiene también 

una profunda importancia en el! sistema inmunoldgico y otros mecanismos de 

defensa no especificados. Sin embargo los mecanismos moleculares por los cuales 

el zinc influye en el sistema inmune no estan limitados a funciones enzimaticas. 

El sistema inmune, através de las interleucinas tiene influencia en la distribucién del 

zinc en el cuerpo y en su metabolismo. No es sorprendente que el zinc sea de gran 

importancia en muchas reacciones bioquimicas, en linfocitos y leucocitos. (4) 

El zinc influye tanto en fa funcién de células fagociticas como en linfocitos, debido a 

que una privacion del zinc influye en la funcién de cétulas T y la respuesta de células 

B se deprime moderadamente, !a funcién fagocitica puede también ser alterada y 

observarse una monocitosis. (3, 16) 

El zinc se requiere para la funcién hormonal del timo y la falta de estas hormonas es 

otra manifestacién reversible de la deficiencia del Zn, la cual influye adversamente en 

los linfocitos T. 

EI sistema inmune consiste de mecanismos innatos y adquiridos que protegen a los 

huéspedes de los patégenos en el medio ambiente. Los mecanismos innatos 

funcionan independientes de la exposicién previa de fos huéspedes a los agentes 

infecciosos. Los mecanismos innatos incluyen barreras mecanicas, tales como la 

piel, y componentes celulares (macrdfagos, neutrofilos y fagocitos). La influencia de 

zinc en barreras inmunes ha recibido poca atencién aunque las caracteristicas de la 

deficiencia de zinc incluyen lesiones de piel, lesiones gastrointestinales incluyendo 

cambios degenerativos en los enterocitos y alteraciones en las funciones 

pulmonares. (28) 

El nexo entre este elemento y el sistema inmune, en especial en los mecanismos que 

interviene se explican mas adelante. 
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6. CELULAS FAGOCITICAS 

Existen dos tipos de células fagociticas, los leucocitos polimorfonucleares (PMN) y 

jas células mononucleares (MN). Dentro de ambas poblaciones se reconocen 

subpoblaciones, no todas con igual actividad fagocitica. Los llamados fagocitos 

profesionales incluyen a los neutrdfilos y a los macréfagos.(34) Mientras los primeros 

pasan de la médula ésea a !a circulacidn en un estado maduro y terminal, los 

macrdofagos lo hacen en un estado todavia inmaduro en la forma de monocitos. 

Tanto los macréfagos como los neutréfilos destruyen a los microorganismos gracias 

@ una combinacién de enzimas, que funcionan de manera coordinada y son en 

general suficientes para destruir a la mayoria de fos microorganismos que en un 

momento dado pudieran invadir al organismo. 

Los macréfages participan tanto en el procesamiento de los antigenos para ser 

presentados a las células T, como en la muerte de las células tumorales y en ia 

regulacién de! desarrollo y la activacién de los leucocitos, que incluyen baséfilos, 

eosinéfilos y células cebadas. (2, 34) 

Aunque fos leucocitos PMN y los monocitos/macréfagos comparten muchas 

caracteristicas, como la presencia de los receptores para los anticuerpos y el 

fragmento activo del complemento (C3b) en sus membranas, su habilidad de 

fagocitar bacterias y particulas y provocar una muerte enzimatica, hay diferencias 

importantes entre los dos tipos de células, entre las que se pueden citar, los PMN 

que son células errantes, que responden al factor C5a/C3a y liberan enzimas 

independientes de la fagocitosis, mientras que los monocitos/macréfagos son cétulas 

residentes de tejidos, procesan antigenos, sintetizan y liberan prostaglandinas y 

liberan interleucinas. (35, 44) 

El macréfago toma de manera continua material del medio externo por endocitosis, 

luego de lo cual desencadena la activacién del “estallido respiratorio” condicién en 

que se observa un incremento espectacular en el consumo de oxigeno y fa activacién 

de la oxidasa asociada a la membrana que depende, NADP. (7, 34, 36, 43) 
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6.1. POLIMORFONUCLEARES (PMN) 

Los PMN son mas abundantes en la sangre, que los monocitos y por eso se 

consideran bioldgicamente {a primera linea de defensa celular contra los 

microorganismos. Los neutréfilos tienen un diametro de 12-15 micrémetros. (35, 36) 

Dentro de los polimorfonucleares estan incluidos los neutréfilos, os eosindfilos y los 

bas6filos. Los neutrdofilos, son el tipo principal de leucocitos polimorfonucleares por 

ser células mdéviles y se desconoce el sitio exacto de su destruccién. Debido a su 

corta vida los PMN no son tan eficientes como los macréfagos para eliminar a ciertos 

microorganismos. (35) 

Los neutréfilos estén especializados en la ingestion y muerte intracelular de 

diferentes bacterias, levaduras, hongos y virus. La mayor parte de los 

microorganismos pueden solo ser fagocitados después de ser opsonizados con 

anticuerpos y/o fragmentos del complemento. Los neutrdéfilos expresan en su 

superficie receptores especificos para IgG (Fey-R), y para el componente del 

complemento C3b (CR1) e iC3b (CR3) 

6.2, MONONUCLEARES (MN). 

Los monocitos son células fagociticas que pertenecen al sistema fagocitico 

mononuclear y residen en la circulacién. Estas células tienen un diametro de 

aproximadamente 10-18 micrémetros; la superficie posee microporosidades y una 

membrana ondulante. El citoplasma contiene un ndimero pequefio de grdnulos 

(lisosomas primarios), un complejo de Golgi, reticulo endoplastico rustico y 

mitocondrias, ef nucleo es dentado o reniforme (en forma de rifidn). (33) 

Los monocitos terminan su proceso de maduracién en los tejidos, en donde se 

establecen recibiendo diferentes nombres segun el tejido de residencia: células de 

Kupffer en el higado, macréfagos alveolares en el pulmon, células de la microglia en 

el sistema nervioso, macréfagos peritoneales en la cavidad abdominal, etc.(33, 43) 
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Una importante caracteristica distinguible en estas células es la habilidad de los 

monocitos/macréfagos de participar en mecanismos inmunorreguladores como son el 

procesamiento de antigenos y la secrecién de interleucinas, caracteristicas no 

compartidas por los leucocitos PMN. 

6.3. MARCADORES Y CITOCINAS EN MACROFAGOS 

Las inmunoglobulinas unidas especificamente con antigenos facilitan su destruccién. 

Las inmunoglobulinas son heterogéneas y tienen diferente peso molecular y 

diferentes propiedades funcionales. Hay 5 clases de inmunoglobulinas: igA, igD, IgE, 

igG e !gM. Todos los anticuerpos estan caracterizados por 4 cadenas de polipeptidos 

ligados por enlaces de disulfuros los cuales varian de posicién para cada lg. Dos 

cadenas conocidas como cadenas ligeras tienen peso molecular de 22 000 

aproximadamente, mientras que las otras dos cadenas, llamadas cadenas pesadas 

tienen pesos moleculares de 55 000 aproximadamente. En la porcién N de cada 

cadena de polipeptidos una secuencia variable de aminoacidos dicta las propiedades 

de la unién antigeno de !a inmunoglobulina. (28) 

  

Figura 1. Estructura general de las inmunoglobulinas: Fab = la especificidad de la Ig 6 Ac, Fc 

= fraccién cristalina y es en donde radica la actividad 6 propiedad biolégica, H = cadena 

pesada, L = cadena ligera, C = regién constante de la cadena, V = region variable de la 

cadena y es ja encargada de reconocer al Ag. 
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Los macréfagos cuentan al menos con cuatro clases de receptores para la fraccién 

cristalina (Fc) de las inmonoglobulinas. Uno de los receptores se une a los 

monémeros o complejos de IgG (IgG1 e IgG3 del humano, IgG2a del raton y la IgG2 

del cobayo). (1) Un segundo tipo de receptor para Fc se fija y actua como mediador 

en la endocitosis de los complejos antigeno-anticuerpo o de los agregados de las 

subcelases IgG (IgG2 e IgG4 en el humano, IgG1 e IgG2b en el ratdn). El tercer tipo 

de receptor Fe especifico se une a la IgG3 en el ratén. Los macréfagos tienen 

también un receptor (FcER) que se une especificamente a la IgE. (40. 48) 

Los receptores para el complemento son independientes de los receptores para Fc. 

Se consideran tres receptores del complemento, uno especifico para C3b y otro para 

C3d y por ultimo para C5a que es quimiotactico y que probablemente se exprese 

también en los granulocitos. 

Los macréfagos también tienen receptores para citocinas, las cuales intervienen en 

la activacién del propio macréfago y que regulan la proliferacién de estas células. Se 

han demostrado en los macréfagos la presencia de receptores para insulina, 

trambina, complejos «a2-macroglobulina-proteinasa, lactoferrina, _ transferrina, 

fibrina/fibrinédgeno, fibronectina y receptores para lipoproteinas normales y alteradas. 

Muchos microorganismos pueden ser fagocitados después de la opsonizacién con 

anticuerpos especificos y/o fragmentos del complemento. (35, 43). Los anticuerpos se 

unen a la superficie de los microorganismos que van a ser opsonizados ya que 

directamente los fagocitos se unen al receptor de Fc 0 indirectamente por la habilidad 

de activar la cascada del complemento y asi causar los depdsitos de los factores del 

complemento sobre el microorganismo. Estos depdsitos del complemento 

principalmente C3b e iC3b, se unen correspondientemente a los receptores CR1 y 

CR3 presentes en los fagocitos y promueven fa fagocitosis. (1) 

En los macréfagos se han identificado mas de 50 productos de secreci6n los cuales 

se consideran tan importantes en su interaccién con el ambiente extracelular como lo 

es en su funcién de células fagociticas. Algunos de los productos de secrecién de los 

macréfagos son: (5, 15, 40, 46) 
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a) Proteinasas inespecificas tales como el activador del plasmindgeno, elastasa 

dependiente de metal, colagenasas, proteinasa citolitica, otras enzimas como 

arginasa, lisozima, lipoproteinlipasa, hidrolasas acidas entre las que se pueden 

mencionar fosfatasas y lipasas entre otras. 

b) Proteinas plasmaticas como a2-macroglobulina, inhibidor a1-proteinasa, inhibidor 

tisular de metaloproteinasas, fibronectina, transcobalamina Il, apolipoproteina E, 

proteinas de la coagulacién (tromboplastina tisular, factores V, Vl, IX y X) 

componentes del complemento (C1, C2, C3, C4, C5, properdina, factor B, D, i, H). 

c) Metabotitos reactivos de oxigeno como el anién superdxido, peréxido de hidrégeno 

y otros. 

d) Lipidos bioactivos entre los que mencionaremos prostaglandina E2, 6- 

cetosprostaglandina) Fia, tromboxano B2, Jeucotrieno C, acido 12- 

hidroxieicosatetranoico y otros. 

e) Factores que regulan fas funciones celulares como factor de la angiogénesis, 

interferén (INF), factores que promueven la proliferacién de: fibroblastos, células 

endoteliales, células T y B, y precursores de fa serie mieloide, factores que inhiben la 

proliferacién de: células tumorales y £ monocytogenes (29), eritropoyetina e 

interleucina-1. 

f) Metabolitos de nucledtidos como AMPc, timidina, uracito y acido Grico. 

El macréfago produce interleucina-1 (IL-1) una citocina que actua en parte de la 

activacién de células T cooperadoras, aumentando la secrecién de IL-2 e IL-3 en 

células T. Otras sustancias secretadas por los macréfagos son la IL-6, IL-8, factor de 

necrosis tumoral (TNF-a), y las que regulan la funcién o crecimiento de otras células. 

(32, 46) 

La IL-1 aumenta el efecto catabolico de! factor de necrosis tumoral (TNF). En 

realidad, la IL-1 y el TNF actuan en varios sistemas celulares, ademéas, el efecto 

combinado de estas dos citocinas es mayor que cada una por si sola. (5) 
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Este sinergismo de la IL-1 y TNF se ha observado sobre una gran variedad de 

tejidos, como en células pituitarias, nueso, endotelio vascular, fibroblastos, piel y en 

los islotes de Langerhans. En varios estados fisioldgicos especificamente en la 

generacién de hipotensi6n, la IL-1 y TNF son altamente sinérgicos. (13, 18) 

7. PARTICIPACION DEL ZINC EN ESTOS PROCESOS. 

La combinacién de disfunciones en los mecanismos de defensa de los huéspedes los 

cuales incluyen el sistema inmune, monocitos/macréfagos, los granulocitos y el pobre 

mantenimiento de las barreras anatémicas, hacen que por deficiencia de 2n jos 

huéspedes sean extremadamente susceptibles a infecciones mortales y que se 

incremente la severidad de otras infecciones que ocurran. (4) 

La induccién de citocinas por zinc es causada por la interaccién directa del zinc con 

los monocitos, En contraste la influencia estimulativa del zinc sobre células T 

representa un efecto directo via liberacién de IL-1 por fos monocitos y contacto 

célula-célula. La importancia clinica de estas observaciones es soportada por 

estudios que muestran un efecto inhibidor en células T “in vitro” después de la 

suplementacién de altas dosis de zinc “in vivo”. (47) 

Se ha sugerido que el zinc actda primariamente sobre monocitos, induciendo la 

secrecion de monocinas y que fa actividad de las células T representan un efecto 

secundario en la cascada de jas citocinas. (47) 

La sefal de IL-1 también estimula células pre-B y la expansién clonal de células B 

maduras las cuales produciran anticuerpos especificos para el antigeno. La IL-1 

redistribuye el zinc en el plasma, higado, medula dsea y timo. La reduccién 

plasmatica de zinc puede ser critica para la activacién fagocitica celular. 

El efecto de la IL-1 es una rapida redistribucién de zinc de! conjunto de! plasma hacia 

el higado, medula ésea y el timo; la reduccién de zinc en el plasma puede ser critica 

para la activacidn de células fagociticas. Mientras que la estimulacién de zinc 

realizada por timo y medula ésea sugiere una necesidad critica del elemento durante 
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la proliferaci6n de células T y B. La produccién y o accién de algunas citocinas se 

piensa que dependen del zinc, por ejemplo: la produccién y/o unién de membrana de 

IL-1, IL-2 e interfer6n pueden depender del zinc. (5, 18, 17, 28, 31) 

8. FAGOCITOSIS 

La fagocitosis de la mayoria de las particulas ya sean infecciosas o inertes induce 

cambios metabdlicos oxidativos y no oxidativos en las células fagociticas que estan 

relacionadas con su actividad microbicida. (43) 

El evento que inicia la actividad fagocitica es la quimiotaxis, proceso en el que las 

células fagociticas son atraidas al sitio de la infeccién, las sustancias quimiotacticas 

pueden ser factores derivados del suero, como [a anafilatoxina C5a, que es fiberada 

como consecuencia de la activacién del complemento (C) por antigenos (Ag) 0 por 

complejos antigeno-anticuerpo (Ag-Ac). 

Los procesos de fagocitosis pueden estar divididos en una serie de etapas: 

4.- Unién de particulas opsonizadas a la superficie del fagocito. La opsonizacién sirve 

para poner en evidencia un ligando para ta unién de particulas a receptores 

especificos en la superficie de los monocitos. Otras células pueden también unirse 

por azucares en la superficie celular, a través del receptor de la lectina en monocitos. 

2.- Unién de tas particulas a la superficie celular que genera una sefial que promueve 

los procesas de internalizacién. 

3.- La célula fagocitica forma un pseuddpodo para internalizar a la particula extrafa 

formandose tas vesiculas fagociticas o fagosomas, que se dirigen hacia la zona 

perinuclear, guiados por los microtubulos. 

4.- Los pseuddépodos de las células avanzan gracias al ensamble de filamentos de 

actina que aicanzan la membrana y forman una red en los pseuddédpodos. Los 

pseud6dpodos se adhieren a la particula por interacci6n del ligando con los receptores 

de la superficie de la célula este proceso es llamado mecanismo “cremallera’. 
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§.- Cuando se unen las particulas que seran fagocitadas a los receptores de la 

membrana plasmatica se inicia lo que se conoce como el “estallido respiratorio”. 

: Hexosa mono P 
(Glucosis) Glucosa+NADP +. _— Pentosa-P + NADPH 

. - Citocromo b-245_» + . 
Cadena respiratoriaNADPH + O2 NADP’ + O2 

{estallido) 

207 +2H’ Hz 02+ % O2 

———> 
Oz + Hz O2 OH +OH’ + % O2 

Mieloperoxidasa > 
H2 02+ CI OCI + H,0 

2H20, —Salalasa—_e 91, 0+ 0» 

6.- Cuando se completa la fagocitosis de la particula esta reside en et citoplasma en 

una vacuola la cual esta formada por la membrana celular invertida y un fagosoma. 

7.- Enseguida se fusiona el lisosoma con el fagosoma y fas enzimas lisosomales son 

‘liberadas en el fagosoma y entran en contacto con las particulas fagocitadas. 

(36,41,43) 

9. TOXICIDAD DEL ZINC 

Cada micronutriente al parecer tiene un rango superior e inferior 6ptimo de funcién 

inmune. Una toma diaria de grandes cantidades de zinc por tiempo prolongado, 

puede tener efectos degenerativos y éstos se han asociado con alteraciones en las 

funciones de linfocitos y polimorfonucleares. 

Ahora debemos poner un poco de atencién sobre las propiedades téxicas del zinc 

como sucede cuando se inhalan fos éxidos de zinc de las fundidoras de metal donde 

se presenta una severa contaminacidn en el medio ambiente donde se encuentran. 

Si bien se ha estudiado mucho sobre fas deficiencias del zinc y sus consecuencias, 

también se deben mencionar tas posibles causas que puede generar el ingerir zinc. 

Diversos textos mencionan que el zinc es relativamente no téxico, se ha podido 
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comprobar que existen individuos animales y humanos que toleran fa ingestion de 

Cantidades altas de zinc tomado en forma oral. Sin embargo, existen manifestaciones 

sintomaticas claras de toxicidad como nauseas, vémito, dolor epigastrico, letargo y 

fatiga que pueden ocurrir al tomar cantidades extremadamente altas de zinc. (20)(47) 

Se tiene conacimiento de toxicidad por el Zn al ingerir alimentos que se encontraban 

en contenedores galvanizados. Productos como alimentos y bebidas que son acidos 

Por naturaleza y en largos periodos de almacenamiento, ocasionan que se filtre el 

zinc de la pelicula del galvanizado provocando manifestaciones téxicas. (20) 

Se considera que una racién recomendada de zinc es de 15 mg de Zn/dia excepto 

en mujeres embarazadas y durante la tactancia. El ingerir entre 100-300 mg de 

2n/dia puede ayudar en el tratamiento de varios problemas, pero si el tratamiento es 

muy prolongado, es decir por mas de 6 semanas, se presenta una deficiencia de 

Cobre ocasionando una hipocupremia, anemia, leucopenia y neutropenia. El nivel de 

Cobre se restaura al cesar la ingestion de zinc y administrar pequefias cantidades de 

Cobre. (24, 48) 
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ANTECEDENTES DEL PROYECTO 

Muchos de los estudios con respecto al zinc que se han realizado se contradicen en 

cuanto a la administracién “in vivo” e “in vitro” del mismo, por fo que resulta 

interesante constatar el efecto de este metal. (14, 19, 30, 39, 46) 

Debido a su posible participacién en la respuesta inmunolégica se han realizado 

varios experimentos en el faboratorio de Investigacién en inmunologia en el sentido 

de encontrar resultados que ayuden a ampliar el conocimiento actual sobre ia 

influencia de este metal en diferentes aspectos de la respuesta inmune. 

Dentro de las investigaciones efectuadas se evalud el efecto que provoca la 

administracion de dosis moderadas de zinc sobre la funcién inmunolégica, 

particularmente inmunidad celular durante las etapas de gestacion, lactancia y 

destete. (21, 23) Se usaron estas etapas por que en los estudios que se han realizado 

durante el embarazo y la lactancia se ha observado que hay una disminuci6n 

fisioldgica de los niveles de zinc en las madres. (11) 

Los resultados fueron muy interesantes y sugieren que administrando este metal “in 

vivo” y afiadido “in vitro”, en dosis adecuadas en tiempos controlados de! metal 

parecen restaurar los trastornos presentados por inmunodeficiencias. Los resultados 

sugieren que la respuesta inmunolégica es mas susceptible a una manipulacion 

durante la gestacién que posteriormente cuando se ha desarrollado la respuesta 

inmunoldégica. Ademas de que dosis elevadas con tratamientos prolongados pueden 

ser téxicos para el organismo. Por otro lado se encontrd que el zinc “in vitro" 

adicionado a los cultivos de linfocitos eleva la respuesta proliferativa, es decir, actua 

como mitogeno. Como puede verse estos resultados son controvertidos y hacen falta 

otros estudios para aclarar estas acciones. 

En vista de que los estudios con zinc realizados han sido dirigidos en términos 

generales a la respuesta de linfocitos y en la actualidad se ha visto que una de las 

células mas susceptibles a la carencia de zinc es el macréfago por io que se ha 

decidido trabajar con los macréfagos y determinar el efecto del zinc sobre su funcion 

fagocitica, usando fa técnica de eritrofagocitosis propuesta por Jungi, (27) que 
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consiste en: Un ensayo espectrofotométrico que permite evaluar la fagocitosis de 

eritrocitos por las células mononucleares. 

Este ensayo se basa en !a reactividad de !a hemoglobina como pseudoperoxidasa al 

actuar sobre el H2O2 en presencia de 3-3’ diaminobenzidina (DAB). 

El ensayo se realiza en una placa donde se colocan 100 yl de suspension de células 

y después de una fase de adherencia se lava con solucién amortiguadora de 

fosfatos. A los pozos que contienen los fagocitos adheridos y medio de cultivo, se 

afiaden una suspensién de eritrocitos de carnero en PBS los cuales han sido 

opsonizados con anticuerpos {gG en concentracién subaglutinante, se incuban las 

placas en camara humeda a 37 °C, después los eritrocitos no ingeridos se retiran 

mediante un choque hipoténico y lavados, la placa se lava nuevamente con PBS y se 

agrega SDS y finalmente se agrega el! sustrato (DAB/H202) y 1a placa se lee a 490 

nm. (27) 
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OBJETIVOS 

Observar el efecto de la suplementacién con zinc sobre la actividad fagocitica de los 

macrofagos peritoneales durante el periodo perinatal de ratones BALB/c. 

Aplicar un método sensible y rapido que permita la determinacién de la funcién 

fagocitica mediante un sistema colorimétrico. 

Estudiar e! comportamiento de los macréfagos murinos en presencia de zinc “in vivo” 

e “in vitro”, y comparar los resultados. 

HIPOTESIS: 

La suplementacién con zinc a ratones en las etapas de gestaci6n y lactancia y en la 

postlactancia, incrementara la actividad fagocitica de los macréfagos peritoneales. 
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MATERIAL Y METODOS 

DISENO EXPERIMENTAL: 

ANIMALES: rafones cepa BALB/cAnN los cuales se alimentaron y se cuidaron en el 

bioterio de la Facultad de Quimica. 

experimental consistié en administrar zinc “in vivo” po i lu El modelo tal ti id i . r medio del agua de 

bebida, usando acetato de zinc (Mallinckrodt, Kentuchy USA No. cat. 8740-03), y /o Zinc “in vitro". 

Los animales se dividieron en cuatro grupos: el grupo | y el grupo Ill recibieron zinc, 

como suplementacién durante 21 y 42 dias de nacimiento respectivamente. Los 

grupos Il y IV no recibieron zinc. Todos ellos consistian de 30 animales, no se hizo 

distincién entre hembras y machos. 

Los animales se aparearon un macho con dos hembras, se les controlé el periodo de 

dia noche, !a temperatura y fa humedad, asi como el alimento del cual se conocia la 

cantidad de zinc que tenia y e! agua de bebida, cuando las hembras se observaban 

gordas el macho se sacrificaba, y las hembras eran separadas, para poder dejaries 

seis 0 siete crias cuando dieran a luz, se colocaba una etiqueta en la que se anotaba 

la fecha en que se coloco con el macho y posteriormente la fecha en la que tenia a 

sus crias, a partir de esta fecha se consideraban 21 dias y se seleccionaban cuando 

menos tres o cuatro ratones para trabajar en ese momento, la madre se sacrifica y 

los ratones restantes se dejan para trabajar a los 42 dias de la fecha de nacimiento. 

(los 21 y 42 dias son aproximados ya que en ocasiones se trabajaban hasta de 23 y 

44 dias.) 

Para el trabajo experimental se anotaba el peso de los animales, el sexo, fa edad y 

se clasificaban en los grupos correspondientes, grupo | los ratones que se trabajaban 

a los 21 dias de nacidos y que habian recibido zinc “in vivo’, en el grupo If los que no 

recibieron zinc pero que tenian 21 dias de nacidos. En el grupo Ili los que recibieron 

zinc y con 42 dias de nacimiento y en el grupo IV los de 42 dias pero que no 

recibieron zinc. 

Ademas del experimento de observar !a funcién de los macréfagos con el zinc “in 

vivo” paralelamente se realizo una placa en la que se adiciond zinc "in vitro” en el 

momento de realizar la fagocitosis. 
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TECNICA DE ERITROFAGOCITOSIS 

1.- Obtencién de macréfagos. 

Para la obtencién de los macréfagos se utilizaron ratones hembras y machos 

divididos en cuatro grupos; el grupo | de 21dias de nacidos y el grupo Ill de 42 dias 

de nacidos los cuales recibieron S00 mg/L de zinc y el grupo Il de 21dias de nacidos 

y el grupo IV de 42 dias de nacidos los cuales recibieron 0 mg/L de zinc, para evatuar 

‘a funcién fagocitica de sus macréfagos peritoneales. (22) 

Se sacrificaron los animales por dislocacién cervical, y se les retiré la piel del area 

peritoneal, se aplicaron con una jeringa 4 -5 m! de medio RPMI 1640 (Hyclone , Utah USA 

B0304-Ax) a 37 ° C, el medio se dej6 en el peritoneo por unos minutes dando 

pequefios masajes. 

Después de transcurrido el tiempo se procedié a extraer el medio que contenia a 

tos macréfagos, y se colocé en tubos de ensaye que debieron estar en bajio de hielo 

para evitar que los macréfagos se adhieran a las paredes del tubo. 

Esos tubos se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos a 4° C, el sedimento se 

resuspendié en medio RPMI 1640 a 4° C y se repitié la centrifugacién en las mismas 

condiciones para lavar las células 1 6 2 veces. 

Al final se resuspendieron los macréfagos en el volumen necesario del medio RPMI 

1640 suplementado (con 10% de suero fetal bovino (sigma, Chem. USA No. cat F-2442), L- 

glutamina 2 mM (Microlab, Méx.), aminoacidos no esenciales al 0.05% (Microtab, Méx.), 

piruvato de sodio al 0.05% (Microlab, Méx.), penicilina y estreptomicina al 0.1% (HyClone, 

Utah USA No. cat B-3001-D-P)), para ajustar la concentracién de células a 1X10® células / 

mi, y se mantuvo en bafio de hielo. 

2.— Adhesion de los macréfagos. 

Se utilizaron placas de poliestireno con tiras de 8 pozos (COSTAR cat 2580). Se 

ocuparon 12 pozes con células de cada ratén colocando en cada pozo 100 pl de Ja 

suspension que contiene 10° células. 

La suspensidn se incubd por 24 horas a 37° C en presencia del 5% de CO2. 
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Después de la incubacién se lavaron las placas 2 6 3 veces con amortiguador 

salino de fosfatos (PBS) de pH 7.2 y 0.01M. 

Después se les colocaron 50 pi de medio RPMI suplementado. 

3.- Fagocitosis. 

Se preparé una suspensién de eritrocitos de carnero al 1% en PBS y una 

suspension de eritrocitos de carnero opsonizados al 1% en la misma solucién de 

PBS. Estos ultimos fueron preparados haciendo reaccionar tos eritrocitos de carnero 

con anticuerpos anti-eritrocito de carnero obtenidos en conejo, en una concentracién 

subaglutinante (1:256), por incubacién en bafio maria a 37° C durante 10 minutos, 

siendo posteriormente lavados y ajustados al 1% de la suspension. 

A las células adheridas a la placa en un volumen de 50 pl de medio RPMI 1640, se 

le agregaron a 4 pozos 30 pi de PBS, a otros 4 pozos 30 ul de la suspensién de 

eritrocitos de carmero sin opsonizar y por ultimo a 4 pozos mas 30 ul de la 

suspensi6n de eritrocitos de carnero opsonizardos para que se realizara la 

fagocitosis. 

Se incubé la placa a 37° C por 90 minutos en presencia de COz2, después de lo cual 

se dio un choque hipoténico con una solucién de PBS/H20 (3:7), y se lavé la placa de 

2 a3 veces con PBS sin diluir. 

Finalmente se agregaron 100 yl de una solucién de duodecil sulfato de sodio (SDS) 

(Sigma, Chem. USA, No cat L-4509), al 0.3 % en PBS y la placa se agité durante 10 minutos. 

Se colocaron 150 ul del sustrato (2 mg de 3-3’ diaminobencidina (Sigma, Chem, USA, No 

cat D 5637) y 20 yl de perdxido de hidrdgeno al 33 % (Mallinckrodt No. cat. 5240 )), en 5 ml de 

PBS. La reaccién colorimétrica se produce por la capacidad de la pseudoperoxidasa 

de la hemoglobina af actuar sobre el H2O2, en presencia de la diaminobencidina 

(DAB). Las placas se colocaron en la oscuridad y 45 minutos después se midié la 

absorbancia en el lector de microplacas (BECKMAN Biomeck 1000) a una longitud 

de onda de 490 6 540 nm con filtros de referencia de 660 6 690 respectivamente. 

Para determinar el numero de eritrocitos fagocitados se realizé una curva de la 

siguiente manera: 
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Se colocaron en la placa de poliestireno por duplicado, 5,1! de varias diluciones de 

ta suspension al 1% de eritrocitos de camero. También se colocaron por duplicado 5 

ul de la suspensién para los controles positivo (1:2) y negative (1:32) que son los 

puntos maximo y minimo de absorbancia, permisibles para el método y enseguida se 

adicionaron a cada pozo 25 yl de PBS, 100 yl de SDS y 150 pl de substrato. 

4.- Efecto del zinc “in vitro” sobre la adhesion de los macrofagos. 

Se estudio el efecto del zinc “in vitro” sobre la adhesi6én de los macréfagos. Se 

midid la adhesion de macréfagos tal como se describié en la secci6n 3. 

Para el efecto sobre la fagocitosis se utilizaron las mismas condiciones excepto 

que, ademas de las suspensiones de eritrocitos de carnero al 1%, se agregaron 20 ll 

de cloruro de zinc (Merck No. cat. 8816 ), para obtener una concentracion final de 0.1 mM. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

1) ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE FAGOCITOSIS UTILIZANDO 

ERITROCITOS DE CARNERO 

Obtencisn de células del peritoneo segun la edad del ratén 

La cantidad de células del area peritoneal, de animales de 21, 42 y 66 dias de 

nacidos obtenidas estan representadas en la siguiente tabla. 

  

  

  

  

Edad promedio +/- desv. est. n 
(dias de nacimiento) (células/ml) 

24 1.325 +/- 0.28 x 10° 28 

42 4.064 +/- 0.22 x 10° 26 

66 14.435 +/- 0.48 x 10° 11         
  

Los resultados obtenidos muestran que la cantidad de células obtenidas es mayor 

cuando ef ratén tiene mayor edad. Estan representados en la grafica siguiente. 
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Determinacién de !a absorbancia obtenida con las células adheridas en las 

placas de poliestireno 

Para esto se utilizan células de animales adultos de 66 dias de nacidos, para poder 

observar cual es su capacidad de adherencia sobre las placas. Donde se puede 

observar que existe una mayor absorbancia en donde los eritrocitos se han 

opsonizado. A una longitud de onda de 490 nm. 
  

Absorbancia n 

promedio+/- desv. est. 

  

  

  

  

pozos vacios 0.054 +/- 0.004 8 

Macrofagos 0.065 +/- 0.002 8 

macrofagos y eritrocitos no opsonizados 0.070 +/- 0.007 8 

macréfagos y eritrocitos opsonizados 1.681 +/- 0.194 8         
  

Determinacién del tiempo é6ptimo de lectura espectrofotométrica. 

Se utilizaron animales de 66 dias de nacidos. Obteniéndose los siguientes resultados 

en absorbancia, donde podemos comparar a los diferentes tiempos las absorbancias, 

medidas a 490 nm. En Ia determinacién del tiempo optimo de lectura se realizaron 

lecturas de absorbancia a los 15, 30 y 45 minutos, ademas a las 16.5 y 24 hrs. Los 

resultados presentados en la grafica no permiten determinar claramente el tiempo 

Optimo de lectura. Estan representados por la siguiente grafica, en donde gr son 

glébulos rojos y grs es glébulos rojos opsonizados. 
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34



  

Se realiz6 el calculo del indice fagocitico (IF), cuyos resultados se presentan en la 

siguiente grafica, con lo que podemos determinar que el tiempo éptimo se encuentra 

entre los 30 y 45 minutos. 

La siguiente grafica presenta los indices fagociticos obtenidos en la determinacién 

del tiempo dptimo 
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Con esto se tomd la decisién para el tiempo Optimo de lectura, y observando que 

este se encuentra entre los 30 y 45 minutos en lo que respecta a la absorbancia. 

Pero al obtener los IF se observa que el indice mas alto es a los 45 minutos. Dando 

por resultado que el tiempo dptimo de lectura es de 45 minutos. 
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Determinacion de la Capacidad Fagocitica 

Los resultados se expresan como Indice Fagocitico (IF), el calculo se realizé 

mediante fa formula siguiente: 

IE Absorbancia de macréfagos con eritracitos de carnero opsonizados 
  

Absorbancia de macr6fagos con eritrocitos de carnero sin opsonizar 

  

  

  

  

  

  

  

Absorbancia {ndice 
Promedio Fagocitico 

macréfagos (A) 0.038* 

macréfagos y eritrocitos (B) 0.056" 

macréfagos y eritrocitos opsonizados (C) 1.347* 

indice fagocitico (C/B) 24.0 

indice fagocitico (C/A) 35.6 

indice fagocitico{B/A) 4.5         
  

Los resultados muestran que las absorbancias promedio obtenidas en el ensayo de 

montaje y los posibles indices fagociticos. 

Asi podemos ver como se representa la capacidad fagocitica. Con estos datos se 

observa que la absorbancia de la reacci6én de la hemoaglobina como 

pseudoperoxidasa, de acuerdo con ta técnica espectrofotométrica propuesta por 

Jungi (27) en donde el calculo del indice fagocitico lo presenta en un rango entre 0.1 

y 20, nosotros tenemos para la estandarizacién un calculo promedio de 24, lo que 

permite utilizar la técnica en un modelo bioldgico. 
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2) USO DE LA TECNICA DE FAGOCITOSIS EN EL MODELO BIOLOGICO 

Una gran parte de los datos aparecidos recientemente, apuntan al papel principal del 

macréfago como célula susceptible de ser modulada por variaciones en la 

concentracién de zinc. 

Se utiliz6 la técnica de eritrofagocitosis para evaluar la funcionalidad de los 

macréfagos peritoneales de ratones a los cuales se les administré previamente una 

solucién de 500 mg/L de zinc como agua de bebida y/o zinc “in vitro” 0.1 mM, esa 

actividad se comparé con la mostrada por células obtenidas de un grupo contral. 

Para los resultados obtenides en el modelo bioldgico se manejaron ratones de las 

etapas de gestacién y lactancia (21 dias de nacimiento) y postlactancia (42 dias de 

Racimiento), ya que se desea saber como actua el zinc sobre la capacidad fagocitica 

de los macréfagos peritoneales, principalmente en estas etapas. E! zinc fue 

administrado en forma de acetato de zinc en el agua de bebida de uso diario. 

Comparacién de dos longitudes de onda. 

Con la finalidad de observar si hay diferencias significativas experimentales entre los 

resultados obtenidos, se valoraron 2 longitudes de onda (540 y 490 nm), los cuales 

se compararon para observar como se manifiesta la absorbancia de !a DAB (3,3'- 

Diaminobenzidina) combinada con la Hb (hemoglobina) y el peréxido de hidrégeno, 

ya que en su espectro de absorcién se pueden observar dos maximos. 

Los resultados muestran que durante la gestacion y lactancia se incrementa el indice 

fagocitico de los animales a los cuales se les administro zinc, por otro lado durante la 

etapa de postlactancia se observa una disminucion del indice fagocitico. 

Después de observar que los resultados en ambas longitudes presentan una 

tendencia similar, y que no existe diferencia significativa entre una y otra longitud de 

onda, auxiliados en el cdlculo estadistico de ANOVA se considerd trabajar a 490 nm 

unicamente para el zinc “in vitro”. 
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Los resultados correspondientes a la administracién de zinc “in vivo" se muestran en 

la tabla siguiente: 

  

21 DIAS DE NACIMIENTO | 42 DIAS DE NACIMIENTO 
  

Omg/L Zn | 500 mg/L Zn| Omg/L Zn | 500 mg/L Zn 
  

(540/690nm) 3.4 9.4 18.1 13.4 
  

(490/660nm) 4.2 10.2 17.5 15.6               

Los valores promedio del indice fagocitico de la longitud de onda de 540 nm con un 

filtro de referencia de 690 nm, con una n = 30, son los representados a la izquierda 

de la grafica. Y los valores promedio del indice fagocitico de la longitud de onda de 

490 nm con un filtro de referencia de 660 nm. Se representan a la derecha de la 

grafica siguiente: 
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Considerando ja absorbancias los resultados muestran que a 490/660 nm se puede 

ver que al administrar del zinc durante la gestacién y factancia aumenta ia actividad 

fagocitica, mientras que para el periodo de postlactancia, se observa un marcado 
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decremento. Esta es sin embargo si consideraramos el IF de Jungi (27) efectivamente 

veriamos que para gestacion y lactancia existe un aumento, a diferencia de que en el 

periodo de postiactancia el efecto del zinc casi no es detectable, pero se observa un 

pequefio aumento. Este comportamiento se presenta tanto en tas lecturas a 490/660, 

como a 540/690 nm. 

En este estudio se encontrd un incremento significativo de 4.2 a 10.2 en el indice 

fagocitico (IF) en los macréfagos peritoneales procedentes de ratones 

suptementados con 500 mg/mL de zinc, durante la gestacién y la lactancia, grupo | 

con respecto al grupo Il. 

En el estudio también se demostré que el indice fagocitico de macréfagos de ratones 

no suplementados, mostré un incremento significativo (P=0.05), que va de 4.2 en 

ratones de 21 dias a 17.5 en ratones de 42 dias de vida, lo que probablemente sea 

debido a! desarrollo de las capacidades funcionales de estas células, atribuible a la 

edad. 

Se observé que el IF cae en forma notoria si se prolonga el periodo de 

administracién, lo que puede indicar una saturacién de los mecanismos dependientes 

del zinc, en la respuesta fagocitica, grupo Ill con respecto al grupo IV. 

No obstante que se observa un aumento en los IF de los grupos | y Ill (10.2 a 15.6) 

pero este puede deberse mas a la edad del raton que a la suplementacién de zinc. 
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Para medir el zinc “in vitro” se realizaron placas usando células de ratones a los 

cuales se ies administra zinc “in vivo” y a sus controles los cuales no lo recibieron. 

Los resultados de la administracién de zinc “in vitro”. Se representan en la siguiente 

tabla. Se us6 una longitud de onda de 490 nm con un filtro de referencia de 660 nm. 

  

21 DIAS DE NACIMIENTO | 42 DIAS DE NACIMIENTO 
  

Omg/L Zn + | 500 mg/L Zn | Omg/L Zn + | 500 mg/L Zn 

O.1mMZn | +0.4mMZn | O1mMZn | +0.1mM2Zn 
  

Indice 
on 146 20.1 9.0 8.4 

Fagocitico               

Efecto del Zn “in vitro” 

La comparacion del uso de la administracién de zinc “in vivo” e “in vitro” se aprecia | 

| en la grafica siguiente: Los resultados de Zn “in vitro” 0.1 mM (*). 
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Cuando se administra zinc “in vitro” en células de ratones de 21 dias de nacidos se 

observa un aumento en la funcionalidad fagocitica, mientras que a los 42 dias se 

observa una disminucién en la capacidad fagocitica. 
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La exposicion de los macréfagos al zinc “in vitro” produjo un incremento del 100% en 

su capacidad fagocitica, en los animales suplementados con 500 mg/mL, de 21-dias 

de edad (grupo I). Este incremento es mas notable en los animales del grupo Il en 

que el incremento en el indice fagocitico ante el zinc ‘in vitro" es de 

aproximadamente 4 veces. ( de 4.2 a 14.6) 

En los animales tratados del grupo {ll la accién del zinc “in vitro” produjo una 

inhibici6n de aproximadamente 54%, con respecto a los que no recibieron zinc “in 

vitro”. 

Por otra parte es notorio que en los animales del grupo [V el indice fagocitico se 

redujo en 51%, con zinc ‘in vitro”, con respecto a los no expuestos al metal. Esto 

sugiere que en esta etapa, la cantidad fisiol6gica de zinc circulante no permite la 

accién mitogenica del metal sobre los macréfagos. 

En los animales de esta edad suplementados con zinc desde el nacimiento (grupo 

\l!), ef indice fagocitico cayé de 15.6 a 8.4, esto concuerda con observaciones 

anteriores en que ta prolongacién del suplemento, ya no solo produce una saturacién 

sino que resulta toxica. 

La mayoria de los estudios realizados a la fecha han sido dirigidos a identificar las 

consecuencias de la deficiencia de zinc, (3,28) y coinciden en que la carencia de este 

elemento provoca alteraciones en la respuesta inmune tanto celular como humoral. 

Muchos trabajos informan acerca de que el zinc es un elemento clave para el buen 

funcionamiento del sistema inmunoldégico, al estar involucrado en diversas funciones 

y componentes que son necesarios para una respuesta correcta como lo son; el 

funcionamiento celular, la metaloenzimas, la maduraci6n timica entre otras. (9, 25, 29) 

Se ha observado que durante el embarazo (21,23) y la lactancia (11) existe una 

disminucion fisiolégica de los niveles de zinc en jas madres, debido a que este metal 

y otros micronutrientes se requieren para e| desarrollo del feto y la produccién de 

leche. 
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Anilisis estadistico 

Para determinar las diferencias significativas entre los grupos de estudio, los 

resultados se analizaron mediante !a prueba estadistica de ANOVA. Y se considera 

p< 0.05 como significativa. 

Resultados de Zinc “in vivo” 

Tabla 1. Los resultados para la longitud de 540 nm: 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                
  

  

  

  

  

  

    

Fuente de | sumade |gradosde| media de Pa 
variacién | cuadrados | libertad | cuadrados F probabilidad 

Edad 2865.541 1 2865.541 180.802 0.000 
Dosis 1.680 1 1.680 0.106 0.745 

edad-dosis | 908.600 1 908.600 57.328 0.000 
Error 1838.490 116 15.849 

Total 5614311 119 

Tabla 2. Los resultados para la longitud de 490 nm: 

Fuente de | sumade |gradosde| media de Pn 
variacién | cuadrados | {libertad | cuadrados F probabilidad 

Edad 1320.704 1 1320.704 59.190 0.000 
Dosis 64.274 1 64.274 2.881 0.095 

edad-dosis | 233.248 1 233.248 10.453 0.002 
Error 1249.536 56 22.313 

Total 2867.762 59 

Resultados de Zinc “in vitro” 

Tabla 3. Los resultados para fa longitud de 490 nm: 

Fuente de | sumade |grados de; media de a 
variacion | cuadrados | libertad | cuadrados F probabilidad 

edad 2075.008 4 2075,008 195.014 0.000 
dosis 133.985 1 133.985 12.592 0.001 

edad-dosis | 228.528 1 228.528 21,478 0.000 
error 1234.275 116 10.640 

totai 3671.796 119           
  

 



Resultados de la utilizacién de dos longitudes. 

Tabla 4. Los resultados obtenidos: 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

Fuente de | sumade rados de} media de a 
variaci6én | cuadrados “tibertad cuadrados F probabilidad 

edad 3669.779 4 3669.779 204.403 0.000 

dosis 53.207 1 53.207 2.964 0.087 
longitud 22.600 1 22.600 1.259 0.263 

edad-dosis | 892.395 1 892.395 49.706 0.000 
edad-long. 1.521 4 1.521 0.085 0.771 
dosis-long. 33.611 4 33.611 1.872 0.173 

ooo 24.336 4 24.336 4.355 0.246 

error 3088.026 172 17.954 

total 7785.475 179             
  

Resultados de Zn “in vivo” e “in vitro”. 

Tabla 5. Los resultados se manejaron como placa, considerando como 1 para Zn “in 

vivo” y 2 para Zn “in vitro”: 
  

Fuente de suma de grados de media de 

  

  

  

  

  

  

  

          

variacién | cuadrados | libertad | cuadrados F probabilidad 

edad 11.378 1 11.378 0.788 0.376 
dosis 175,003 1 175.003 12.119 0.001 

placa 38.678 4 38.678 2.678 0.104 

edad-dosis | 449.347 1 449.347 31.117 0.000 
edad-placa | 3132.900 1 3132.900 216.948 0.000 
dosis-placa 0.019 1 0.019 0.001 0.971 

edad-dosis-) 44 993 1 14.003 0.970 0.326 
placa 
error 2483.811 172 14.444 

total 6305.139 179         
  

  

Para poder concluir que existen diferencias significativas se considera que el valor de 

P obtenido debera ser menor que 0.05, y en caso de ser mayor se concluye que no 

hay diferencias significativas. 
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CONCLUSIONES 

Este trabajo de investigacién permite observar que el Zn administrado “in vivo” (500 

mg/L) en las etapas de gestacion y lactancia aumenta ia actividad fagacitica de los 

macr6ofagos, mientras que la prolongacién del suplemento a la etapa de postlactancia 

produce una ligera disminucién de este incremento. 

Al agregar Zn ‘in vitro” (10-4 M) ademas del Zn “in vivo” la fagocitosis de los 

macrdéfagos en las etapas de gestacidn y tactancia aumenta, tanto para los obtenidos 

del grupo que recibié zinc “in vivo” como para los que no lo hicieron, mientras que en 

la etapa de postlactancia la fagocitosis se ve marcadamente disminuida. 

La metodologia de eritrofagocitosis es reproducible, rapida y muy sensible, con fas 

caracteristicas suficientes para ser usada dentro de un madelo bioldgico. 

Los resultados de esta tesis comprueban que el zinc es un elemento esencial en la 

respuesta inmune, provocando un incremento notable como en este caso, en la 

capacidad Fagocitica del macréfago, sin producir efectos secundarios en los 

animales suplementados. 
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ANEXOI 

TECNICAS PARA EVALUAR LA FUNCIONALIDAD DE LAS CELULAS 

FAGOCITICAS 

La evaluacién de la funciédn fagocitica es usada en los estudios de leucocitos 

PMN, los cuales son considerablemente mas faciles de separar en humanos que 

los monocitos o macréfagos. (44). 

Entre las pruebas que permiten determinar un problema por defecto de la funcién 

fagocitica estan: 

a- Cuenta de feucocitos polimorfonucleares 

Es la prueba mas simple y una de las mas importantes. Se realiza una 

cuenta de leucocitos, ademas se puede considerar que cuando la cuenta de 

neutréfilos es menor de 1000/mm® existe un alto riesgo de infeccién y cuando es 

menor de 200/ mm? el paciente inevitablemente sera infectado. 

b- Adherencia 

Para esta prueba sdélo se realiza una medicién por aglomeracién de las 

célutas utilizando zymosan, CS5a, fibras de lana-nylon o alguna otra substancia 

artificial. 

c- Migracién y quimiotaxis como prueba de movilidad 

Esta prueba se realiza usando el principio de la camara de Boyden en la 

cual se tienen dos compartimentos y en uno se colocan las céiulas marcadas con 

5'Cr y en el otro un factor quimiotactico como C5a o el tetrapeptide de f-met-leu- 

fen (formil-metionina-leucina-fenilalanina). Después de un tiempo, se mide el 

movimiento que tuvieron las células, contando cuantas pasaron de la parte 

superior a la parte inferior de la camara de Boyden. 
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d- Reconocimiento 

Se utiliza para ver el reconocimiento de las células hacia el Ag 0 el Ac, 

mediante el uso de particulas opsonizadas con Ag o Ac especificos para los 

receptores de los macréfagos y neutréfilos. 

e- Ingestién 

Se utilizan particulas de latex, eritrocitos, etc., los cuales son opsonizados, 

para posteriormente incubarlos con las células y entonces se lleve a cabo la 

ingestion, la cual nos permite determinar et indice fagocitico. 

f- Desgranulacién 

Para medir la desgranulacién se realiza una prueba de ingestién de 

particulas y se mide en e! sobrenadante las substancias liberadas por las células 

entre las cuales se encontrarian la mieloperoxidasa, lisosima, B- glucuronidasa, 

lactoferrina, etc. 

g- Estattido oxidativo. 

1. - Quimicluminiscencia 

La quimioluminiscencia es un ensayo basado en la inestabilidad de tos iones 

superdxido, la cual se puede medir directa 0 indirectamente al agregar luminol 

activado durante la disociacién del superéxido. 

2. - Reduccién de citocromo C 

Esta prueba se realiza usando e! cambio de color del citocromo C por el 

superdxido, midiéndolo con un espectrofotametro convencional. 
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3. - Reduccién nitroazu! de tetrazolio 

Esta técnica esta basada en el estimulo con lipopolisacarido y el azut de tetrazolio 

y luego se observan {as células que se han coloreado debido a la reduccién que 

realizan tos lisosomas, pudiendo extraer dei interior de tas células el colorante con 

piridina y luego leerse en un espectrofotémetro. Otra variante, es sdlo hacer una 

observaci6n al microscopio de 100 células tomando una muestra en un 

portaobjetos y ver que porcentaje de ellas que se colored. 

4. - Citometria de flujo 

Este es un método muy costoso en el cual se utiliza ja oxidacién del diacetato 

2',7’- diclorofluorescina (no fluorescente) el cual da por resultado !a formacién de | 

2',7’- diclorofluoresceina (altamente fluorescente). En donde e! superdxido es 

inducido con acetato miristato forbol o algun otro activador soluble de células, por 

ultimo se mide la fluorescencia. 

h- Muerte intracelular. 

Esta se basa en ia habilidad que tienen estas células para matar a los 

microorganismos ingestados y se usa una variedad de bacteria y levaduras que 

estan mezcladas con células en presencia de suero normal humano, después de 

un tiempo se mide el numero de bacterias viables intracitoplasmicas por medio de 

un andlisis bacterioldgico. (36, 44) 
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